
































































































































































































































































































































































































































































一 ＝ 山 一
図4ペプチド水解に於けるトリプシン作用時間の影響，
矢印はaTpl,2(a)および"Tp8,91b)のスポッ
トが作用時間の経過によりそれぞれの単ペプチドa
TplとaTp2およびaTp8とaTp9に変化して
ゆく有様を示す
トリフ。シン加水分解時間について吟味するため,40分,2時間4時間および10時間作用さ
－＝－－ユーーー
日高・井内・吉田4 4
せたα鎖のフィンガープリントは図4の如くであった。矢印で示したaTpl,2とαTp8,9
のペプチドは水解時間の経過とともに減少し，それぞれの単ペプチドに変化していく様子がう
かがえたが，他のスポットでは明らかに40分でほとんど水解は完了していることがわかった。
考案
懸垂式8,10)とサンドイッチ8,9)の両泳動法をくらべたが，いずれもきれいなフィンガープリ
ントパターンが得られ，特に優劣はなかった。しかしサンドイッチ式では次の様な注意点を必
要とした。即ち，1）冷却板の温度は-20｡C位が適当で下げすぎると泳動中ガラス板が破損す
ることがある。2)電圧をあげすぎると浜紙に電気火花を生じ，炉紙が焼き切れ泳動が出来な
くなる。3)ガラス板にプレスをかける場合，泳動面全体に均等に圧力をかけないと泳動に乱
れを生じる原因となる｡4)泳動中次第に電流があがってくるので電圧をさげる必要がある，
その結果より長い泳動時間を必要とする。これらの点を考慮に入れて泳動を行なえばきれいな
フィンガープリントパターンが得られるが，避けられない問題として浜紙を直接ガラス板には
さむため泳動後炉紙をガラス板からはなす時，ガラス板にペプチドが一部付着してペプチドの
回収率をさげる。これに対し，懸垂式では非水系冷却剤を用いるためペプチドが溶け出す心配
がなく目的ペプチド全量を回収しうる。従来の懸垂式では涜紙を陽極電極槽にクリップで止め
つけるだけで1戸紙の安定が悪く方向も定まりにくかったが，私共は補助棒を用い炉紙を常に垂
直に，しかも定位置に取り付けられるように工夫し，より容易に再現性のよいフィンガープリ
ントを得るのに成功した。またサンドイッチ式にくらべ，ジュール熱の心配もなく充分な高電
圧がかけられるため短時間にきれいなペプチドマップが得られるようになった。
現在，トリプシン水解ペプチドの分離精製法として前述のフィンガープリント法ユ,2,10,ﾕﾕ）
と.Jonesらのイオン交換カラムクロマト法3,15)の2つの大きな流れがあるが，クロマト法は
む，
Jonesや私共の成績にも示した如く分離されたペプチド分画には主成分以外に複数の微量ペ
プチドが含まれてしくりる。そこでこれを純化するために何らかの再クロマトを行なって，微量混
入ペプチドを除去する必要があり，収量も必ずしも高くない。従って私共が取り扱う試料量に
限度がある異常血色素研究領域では必ずしも推奨しえず，むしろフィンガープリント法を推奨
する。フィンガープリントからのペプチドの分取法には抽出液流下法と抽出液の遠心分離法が
ある。私共はこの抽出後の炉紙のペプチド残存通を知るためフルオレスカミン(蛍光反応)を用
いた。本法ではペプチドの発色感度がニンヒドリンより高いから，そのままペプチドの発色試
薬としても使用出来た。抽出液流下法ではペプチドは完全に溶出されたが，遠心分離法ではペ
プチド含有炉紙部分を小さくきざみ抽出液に1時間以上演し，ピンホールのあるポリ遠心チュ
ーブに入れて遠心して演紙から抽出液を可能な限り分取し，この操作を3回繰り返しても依然
炉紙にペプチド残存をしめした。この事から分取法としては，抽出液流下法が推奨される。
α鎖およびβ鎖をトリプシン水解した場合，それぞれ93-139番と83-120番のペプチドは
不溶性ペプチドとして残る。これはジスルフィド結合とLys残基の前のAsp残基がトリプシ
一 ゴー－
異常血色素のフィンガープリント45
0もB
ン作用を阻害するためと考えられている。そこでJOneS3)はこのジスルフィド結合を還元し，
Cys残基をS一(βアミノエチル)Cys残基にかえトリプシン水解基として可溶化を行なった。
実際にアミノエチルβ鎖は完全にトリプシン水解を受け，フィンガープリントに全ペプチドが
現われるが，アミノエチルα鎖では完全に水解されず，特に105-139ペプチドは大部分core
で残り，フィンガープリントでも該当ペプチドは確認出来なかった。従ってアミノ酸置換がα
鎖のcore分画にある異常血色素の場合,Carrell'2)らのように別の酵素，例えば，キモトリ
プシンユ2)，サーモライシン6,13)およびペプシン5,ﾕ4)等のproteaseで水解し解析を進める必
要があろう。
正常α鎖のトリプシン水解を行なうと，図4のように1時間以内でほとんど水解は完了して
いたが，異常血色素のアミ酸置換の位置によっては水解時間も考慮する必要がある。例えば，
"Tp-9に異常アミノ酸置換があり，フィンガープリントマップ上で異常αTp-8,9スポッ"卜
は他の正常スポットと重なり単一ペプチドとして分取困難な場合，水解時間を長くして完全に
異常αTp-8,9を分離し，異常αTp-9のペプチド量を増加させこれを完全に分取出来るよう
にする。
"Tp-1,2の場合も同様である。通常は2時間以内ではキモトリプシン効果も殆んどなく適
当な水解時間と思われる。
ニンヒドリン発色を行なったフィンガープリントマップは室温では2，3日中に退色してし
まうが冷凍室中では退色することなく長期保存が可能である。
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